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 要旨 
 
下垂体は、腺下垂体（前葉と中葉）と神経下垂体（後葉）か
らなり、多種のホルモンの合成・分泌を行い、成長、生殖、
適応、代謝、行動など多くの生体機能の制御に関与している
重要な内分泌器官である。特に, 前葉では、5 種類のホルモ
ン産生細胞（6 種のホルモンを合成・分泌する）が存在し、
生体の生理状態に応じてホルモン産生量変動やホルモン産
生細胞の割合などが調節されている。このホルモン産生細胞
の供給は、前葉において分化能を持つ非ホルモン産生細胞と
して存在する幹・前駆細胞が担っていると考えられている。
しかし、下垂体における幹・前駆細胞の実態は不明な点が多
く、またそれらによる細胞供給機構は、依然として未解明で
ある。 
本学位論文は、下垂体における幹・前駆細胞が存在している
微小環境（ニッチ）に着目し、幹・前駆細胞の維持調節と、
ホルモン産生細胞への分化機構の解明を目指したものであ
る。そのため、最近、幹細胞ニッチとの関連が注目され始め
ている新規因子コクサッキーウイルス・アデノウイルス受容
体（Coxsackievirus and Adenovirus Receptor, CAR）を指
標とした、新たな視点によるラット下垂体の幹細胞ニッチ構
造の解析を行った。 
本論文は3章から構成されており、第１章では、研究の背景
を概説した。下垂体の発生初期の原基は、全て幹・前駆細胞
から構成されているが、成熟に伴い、これらの細胞群の中か
らホルモン産生細胞が分化する。そして、複数のアプローチ
から、幾つかの非ホルモン産生細胞集団が分離された。これ
らの細胞画分の機能解析により、自己増殖能や潜在的な分化
能を持つ細胞群が示され、in vitroの分化誘導培地で培養を
行うと、ホルモン産生細胞とそこへの分化過程にある細胞が
確認された。一方、幹・前駆細胞の存在場所（ニッチ）が注
目されている。前葉と中葉の間に、下垂体原基ラトケ嚢の形
成時にできた遺残腔が存在するが、それに沿って並ぶ一層の
細胞層 Marginal Cell Layer（MCL）は、下垂体発生時期か
ら変わらずにほとんどが幹・前駆細胞マーカー陽性細胞で構
成されている。従って、この特殊な場所は、下垂体の幹・前
駆細胞が維持されているニッチの候補の一つとして考えら
れている。下垂体の形成過程は、様々な転写因子やシグナル
伝達因子の時空間的な発現により制御されていることが多
くの研究により示されている。しかし、下垂体幹細胞ニッチ
の形成や維持機構に関与する機能因子については、その解明
の端緒についたところである。 
近年、アデノウイルスベクターが，ES細胞やiPS細胞への遺
伝子導入に用いられている。このことは、それらの細胞に
CAR受容体が存在することを示しており、そのため、この分
子を新たなツールとした幹細胞研究の展開が期待されてい
る。本章では，さらに、CARの発見と、この分子が注目され
た経緯、接着分子としての結合様式、生体の生理機能と遺伝
子発現の制御について概観した。CARは細胞膜受容体として、
細胞間の相互作用に応じて働く様々なシグナル伝達系を介
し、器官形成や細胞成長、増殖など重要な生理機能に関与し
ていると考えられている。 
第2章は、免疫組織化学法を用いて、ラット胚におけるCAR
の局在解析を行い、幹細胞との関連性を探索したものである。
これまでの報告から、CARの発現は胎仔期から新生仔期にか
けて強く、広範な組織で確認されている。しかし、CARを発
現する各組織における、幹・前駆細胞の維持やニッチに関す
る研究は、未着手のままである。そこで、胎仔期発生初期か
ら種々の組織に存在しているCARと、外胚葉系幹・前駆細胞
マーカーとして知られているSOX2と上皮系組織の幹・前駆
細胞マーカーのE-cadherinの免疫組織化学を並行して行い、
三者の共存関係を調べた。 
その結果、CARは胎仔期から三胚葉由来の多くの組織に発現
し、未分化細胞マーカーとの共存がよく観察された。しかし、
局在様式は組織により異なっていた。外胚葉を起源とする中
枢神経系の組織である脳と脊髄などにおいては、多くのCAR
陽性細胞が観察された。それらの細胞はSOX2陽性であった
が、E-cadherin陰性であった。しかし、同じ外胚葉由来の上
皮系組織である内耳の原基に存在するCAR陽性細胞は
SOX2、E-cadherin共に陽性であった。一方、SOX2の陽性
反応は中胚葉の発生開始後に消失するため、心臓、腎臓など
の中胚葉由来の上皮系組織では、CARとE-cadherinのみが共
存する細胞が観察された。また、内胚葉から発生する腸、肝
臓などの上皮系組織において、SOX2の発現が低く、CARと
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E-cadherin両方が共存する細胞が確認された。マーカー分子
の共存関係を指標とすると、由来する胚葉を超えて、神経系、
上皮系の組織の原基において、CARが多様な発現様式をしな
がら、幹・前駆細胞の機能維持に関与していることが示唆さ
れた。 
第 3 章は、下垂体前葉における CAR陽性細胞に焦点をあて
た幹細胞ニッチ形成機構の解析の研究を展開した。高い種間
保存性を元に、ラットで発現している CAR のアイソフォー
ムの存在を確認した上で、定量的 Real-time PCR 法と特異
抗体による免疫組織化学を用いて、下垂体発生初期から成体
に至る各時期の発現と、局在様式の変化を調べた。 
CAR はラット胎齢 12.5 日（E12.5）において、下垂体の原
基となる口腔上皮の陥入部で発現し、将来 MCLになる口腔
に面した一層の細胞のみに陽性であった。下垂体原基である
ラトケ嚢が完成する胎齢 13.5 日から、生後の成熟期に至る
まで、CARは MCLを形成する細胞層で発現し続けることが
確認された。このMCLを構成する細胞では、発生初期から
多数の幹・未分化細胞マーカーが消失せずに発現し続けてい
ることから、MCL は幹・前駆細胞が存在するニッチと考え
られてきた。従って、CAR は接着分子の機能を介して幹・
前駆細胞層を形成し、分化能を持つ細胞を育むニッチ形成に
機能していることを強く示唆している。また、MCL だけで
はなく、前葉の実質層においても CAR 陽性細胞が集団を形
成して、クラスターとなっていることも観察しており、実質
層におけるニッチの存在を確認した。 
さらに、胎仔期と生後の CAR 陽性細胞では、異なる細胞内
局在様式が観察された。胎仔期における CAR の細胞内発現
様式はアピカル側であるが、生後直後ではアピカル側と共に
バソラテラル側にも発現していた。成熟すると、一部の細胞
では CAR の局在様式が再びアピカル側に戻ったことが観察
され、時期による CAR 陽性細胞の極性変化が示唆された。
一方、生後直後では、MCL直下に多くの CAR陽性細胞が出
現し、胎仔期の単層から多層構造へと変化し、Marginal Cell 
Layer zone（MCLゾーン）を形成していた。そして、この
時期に遅れて生後 15日には、実質層の CAR陽性のクラスタ
ーの数が増加しているという、興味深い現象が観察された。 
CAR 陽性細胞の性質を明らかにするために、多数のマーカ
ー因子との多重蛍光免疫組織化学法により、下垂体形成過程
から出生後にかけて CAR 陽性細胞の局在様式の解析を行っ
た。各ホルモン抗体との共染色では、下垂体の発生・成熟段
階を通じて、CAR は最終分化したホルモン産生細胞には検
出されず、常に SOX2、E-cadherinなどに陽性を示す幹・前
駆細胞に存在していた。その結果から、CAR 陽性細胞が胎
仔期と生後における分化や細胞供給の役割を担っている
幹・前駆細胞であり、他の幹・前駆細胞マーカーに陽性を示
す細胞とは異なる状態の細胞集団であると考えられた。さら
に、CAR 陽性細胞の分裂能を調べると、発生初期では、全
ての CAR 陽性細胞は分裂しており、生後になっても一部
CARの陽性細胞は分裂能を持つことが明らかになった。 
第 3章の最後に、胎仔期から成体にかけて存在する下垂体の
幹細胞ニッチの特性を解析すると共に、その形成機序を考察
した。 
生後直後の MCL とその下部に形成される MCL ゾーンにお
いて、SOX2、E-cadherinとの共存を調べると、MCLの CAR
陽性細胞の多くは胎仔期と変わらずに、SOX2、E-cadherin
との共存関係をほぼ維持していた。しかし、MCL ゾーンの
一部で SOX2 の消失が観察された。さらに、MCLゾーン下
層部の CAR陽性細胞に、E-cadherinにも陰性のものが見ら
れた。その後は、成熟に伴い、MCLゾーンの CAR陽性細胞
の数は減尐し、生後 60 日になると、ほぼ元のように単層の
MCLのみになり、それらの細胞は SOX2および E-cadherin
が共存していた。一方、生後の実質層にも、クラスターを形
成した CAR 陽性細胞が観察されたが、それらのほとんどは
SOX2 および E-cadherinのいずれにも陽性であった。 
このような観察結果は、生後直後の時期には、CAR 陽性細
胞は活発に増殖、細胞極性が変化し、MCLゾーンを形成し、
さらに、上皮接着分子である E-cadherin が減尐、間葉系幹
細胞では存在しない SOX2も減尐・消失して、細胞形質転移
が起こっていることを示唆している。このことを証明するた
めに、間葉系細胞の中間径フィラメントであると共に、上皮
-間葉細胞転移（EMT：Epithelial - Mesenchymal Transition）
マーカーでもある Vimentin で確認したところ、MCL ゾー
ンにおける CAR 陽性細胞では Vimentin が出現し始めてい
た。このことから、生後直後の MCL ゾーンの CAR 陽性細
胞は、EMT により細胞の移動性を獲得して、前葉の実質層
に移行し、前葉実質層の幹細胞ニッチを形成して、新たなホ
ルモン産生細胞への供給源となることが考えられる。 
本論文において、下垂体における CAR 陽性細胞は、幹・前
駆細胞の中でも特異な位置を占める細胞であることが初め
て明らかとなり、この細胞が発生過程における幹細胞ニッチ
の形成に関与していることを示す数々の根拠が得られた。さ
らに、CAR 陽性細胞は幹細胞性を維持しながら、成体の成
長過程の要求に応じて EMTを起こすことにより前葉の実質
層に移動し、実質層ニッチの数を増やし、生後の下垂体の急
激な成長に応じたホルモン産生細胞の新たな供給源となる
事を示唆する結果も得られた。 
今後は、こうした知見に基づいて、さらに CAR 陽性細胞の
特性を解析すると共に、CAR 陽性細胞からホルモン産生細
胞への分化誘導実験を行うことによって、下垂体における
幹・前駆細胞の正体を明らかにできると考えている。そして、
この CAR を巡る研究から、下垂体を含めた幹細胞研究に新
展開をもたらすことが期待される。
 
